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摘要: 采用电泳和质谱技术对所制备的鸡、鸭、牛和猪胰脏铁蛋白的亚基类型和等电点特性进行了研究。采用天然
聚丙烯酰胺凝胶电泳 (PAGE)技术研究的结果表明,上述 4种铁蛋白呈现不同的迁移率, 据此可知鸡胰铁蛋白的相
对分子质量 (M r) >鸭胰铁蛋白的M r >黄牛胰铁蛋白的M r>猪胰铁蛋白的M r,而且均大于马脾铁蛋白 ( HSF)的
M r。采用十二烷基硫酸钠 ( SDS)-PAGE技术研究的结果表明, 上述 4种铁蛋白均由 H ( heavy chain)和 L( ligh t
chain)类型的亚基组成,但 H和 L亚基的相对数量 (即 H /L亚基数量的比值 )有差别。采用肽指纹图谱技术分别
鉴定各铁蛋白的 H和 L亚基。选用变性等电聚焦方法研究发现,上述 4种铁蛋白分别由 3~ 6种不同等电点的亚
基聚合体组成, 说明铁蛋白的 H和 L亚基之间呈现复杂的相互作用和不同的聚合体。不同陆生动物胰脏铁蛋白亚
基之间相互作用的强度和聚合态存在着差异,这一差异特性可能与调控铁蛋白释放铁的速率有关, 也与动物对铁
的需求和铁解毒速率有关。
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Abstract: The pancreas ferritins from chickens, ducks, cattle and pigswere isolated by thermal
denaturation, ammonium sulphate fractionation and DEAE-52 cellu lose anion exchange chroma-
tography separately, in order to obtain the characteristics both subunit types and isoelectric
points. Four ferritins such as chicken pancreas ferritin (ChPF ), duck pancreas ferritin (DPF),
cattle pancreas ferritin (CaPF ), and pig pancreas ferritin (PPF) showed different mobility in
polyacry lam ide gel e lectrophoresis (PAGE). The relativemolecularmasses (M r ) of these ferritin
were indicated to beM r (ChPF ) >M r (DPF) >M r ( CaPF ) >M r (PPF), which are all bigger than
that in horse spleen ferritin (HSF ). Sodium dodecy l sulfate ( SDS)-PAGE results indicate that
ChPF, DPF, CaPF and PPF consist of H and L subunits, show ing different ratios of H /L sub-
units. Two subunit types in the ferritin were further identified by peptide-mass fingerprinting
(PMF) technology. The four ferritins such as ChPF, DPF, CaPF and PPF in denatured-isoelec-
tric focusing ( IEF) ge l show the subunit polymers contain ing from 3 to 6w ith different pI values,
respectively. These phenomena reveal the complicated interactions and different polymers be-
tween H and L subunits in the ferritins. There are differences both interaction intensities and po-l
ymers in the ferritin subunits com ing from differentmammals. These heterogeneitymay response
to the rate of iron release in ferritins and to the detoxification requirement of iron in anim als in
v ivo.
 第 1期 林志超,等:电泳和质谱技术研究 4种胰脏铁蛋白的亚基类型和等电点特性
K ey words: electrophores is; mass spectrometry (M S); peptide mass fingerprinting; ferritin;
pancreas; subunit; identification
  在自然界中,铁蛋白 ( ferritin)是一种很特殊的
储存铁的蛋白质,它由 24个亚基组成, 且以高对称
性结构方式构成球状蛋白体,并作为细胞内储存和




包括人类铁蛋白主要由两类亚基 (称为 H ( heavy
chain)和 L( light chain)型亚基 )组成, 而细菌铁蛋
白 ( bacterial ferritin, BF )和鲨鱼肝铁蛋白 ( liver
ferritin of shark, SLF )却由单类型亚基组成


















































  Agilent 1100分析型高效液相色谱仪 (美国 Ag-
ilent公司 ); REFLEX Ó 型基质辅助激光解吸电离
飞行时间质谱仪 (MALDI-TOF-MS) (德国 Bruker
公司 );超速离心机 (美国 Beckman公司 )。
  提取胰脏铁蛋白 鸡胰铁蛋白 ( ChPF)、鸭
胰铁蛋白 (DPF )、黄牛胰铁蛋白 (CaPF)和猪胰铁
蛋白 ( PPF)所需的 4种动物胰脏均来源于新鲜组
织。DEAE-52纤维素 (Wateman公司 ); 丙烯酰胺、
甲叉双丙烯酰胺、三羟甲基氨基甲烷 ( T ris )
( Sangon公司 );马脾铁蛋白 (华美生物公司 ); SDS
蛋白质分子质量标准品 ( S igm a公司 ); 胰蛋白酶
( Promega公司 ); 质谱基质: 2, 5-二羟基苯甲酸
( DHB)、2-氰基-4-羟基肉桂酸 ( HCCA )、芥子酸
( SA) (美国 ICN生物医学公司 ); 两性电解质载体
(北京军事医学科学院 );其他试剂均为国产分析纯。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 胰脏铁蛋白的制备
  采用文献 [ 11]的方法制备上述 4种动物脾脏
铁蛋白。
1. 2. 2 PAGE分离胰脏铁蛋白
  采用 T ris-甘氨酸不连续电泳体系, 浓缩胶浓度
为 3%,分离胶浓度为 5%,浓缩胶电压为 70 V,分离
胶电压为 120 V。未加 SDS的 PAGE (即天然
PAGE)的样品处理:铁蛋白与天然 PAGE的样品缓
冲液 (由 3. 1mL 1mol/L T ris-HC l ( pH 6. 8)、5mL
甘油和 0. 5 mL 1%溴酚蓝组成 )以 1B4的体积比混
合后,离心去除沉淀物, 收集上清液用于电泳分离。
考马斯亮蓝染色和脱色方法: 按文献 [ 11]进行。铁
染色方法:将上述铁蛋白经天然 PAGE分离后, 将
凝胶用双蒸水 (DDW )洗 3遍, 然后加入铁染色液
(由 011 mol/L K3Fe ( CN ) 6-0105 m ol/L T ris-HC l
( pH 715)-011 mol/L NaC l组成 ),迅速置于暗处避
光染色 10 m in,然后弃去铁染色液,用 DDW迅速漂
洗一次,加入显影液 (由 10% 甲醇和 10% 三氟醋酸
(TCA)水溶液组成 )覆盖凝胶, 至少振荡 015 h, 即
可在黄色背景中出现蓝色的蛋白条带。采用凝胶成
像系统扫描确定 4种铁蛋白的相对分子质量 (M r )。
1. 2. 3 SDS-PAGE分析铁蛋白亚基类型
  采用 T ris-甘氨酸不连续电泳体系, 浓缩胶浓度
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为 5%, 分离胶浓度为 15%, 浓缩胶电压为 70 V, 分
离胶电压为 200 V, 变性 SDS-PAGE在 4 e 下进行
分离。铁蛋白与 SDS样品缓冲液 (由 0. 6 mL 1
mol/L Tris-HCl ( pH 6. 8 )、5 mL 50% 甘油、1 mL
1% 溴酚蓝、0. 5 mL B-巯基乙醇或 0. 2 g二硫苏糖
醇 ( DTT )组成 )以 1B4的体积比混合后, 于 100 e





1. 2. 4 质谱技术分析与鉴定铁蛋白亚基
  取 0. 1%的三氟乙酸 (TFA)水溶液和 30%的乙
腈 ( CAN)按 7B1的体积比配成混合溶液。根据试
验要求加入饱和的芥子酸于该混合溶液中, 超声波
处理 5 m in, 离心 ( 6 000 r /m in) 5 m in, 收集上清
液,即为饱和基质溶液。将铁蛋白亚基和饱和基质
溶液按 1B1的体积比混合后,取 1 LL混合物直接点
在 MALDI-TOF-MS的专用样品靶上,在室温下自然
干燥后,将样品靶直接放入质谱仪的靶箱内进行样
品分析。选用配置脉冲氮激光 ( 337 nm )离子源的
MALDI-TOF-MS, 采用线性模型分析, 在加速电压
控制在 25 kV等条件下,每一测定样品随机选择 20
~ 25个不同的点, 平均激光脉冲次数在 120次, 相
对激光强度恒定为 50%, 采用标准的牛血清白蛋白
外标法标定质谱峰位。
  铁蛋白亚基肽指纹图谱分析参考文献 [ 12]的




1. 2. 5 变性等电聚焦 ( IEF)电泳测定 4种铁蛋白
变性等电点





2. 1 胰脏铁蛋白的天然 PAGE图谱
  图 1是 4种胰脏铁蛋白和 HSF的天然 PAGE
图谱, 从中可看出 ChPF、DPF、CaPF和 PPF呈现不
同的迁移率。与 HSF的迁移率相比, ChPF的迁移
率 (VChPF )最低, 而 PPF的迁移率 (VPPF )最高, 即
VPPF >VCaPF > VDPF >V ChPF。根据 PAGE分离的基本
原理, 不同来源的同一类型的蛋白质,其电泳迁移率
越高,对应的相对分子质量 (M r )越小。根据这一原
理,可获悉在这 4种胰脏铁蛋白中, ChPF的 M r最
大, DPF、CaPF和 PPF的M r按顺序依次降低,但它
们均大于 HSF的M r。为了进一步证实图 1的电泳
谱带中的蛋白质是否是铁蛋白, 本文选用铁染色法













图 1 4种胰脏铁蛋白和马脾铁蛋白的 PAGE图谱
Fig. 1 PAGEmaps of four pancreas ferritins
and horse spleen ferritin
a. ChPF; b. DPF; c. CaPF; d. PPF; e. HSF.
图 2 4种胰脏铁蛋白和马脾铁蛋白的铁染色图谱
F ig. 2 Iron-staining maps of fou r pan creas ferritins
and horse spleen ferritin
a. ChPF; b. DPF; c. CaPF; d. PPF; e. HSF.
2. 2 铁蛋白亚基类型
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  采用 SDS-PAGE等方法得到的研究结果表明,
上述 4种胰脏铁蛋白均由 H和 L两种亚基组成,这
一规律与多数陆生动物的铁蛋白亚基类型相似。但
图 3-b和图 4-b的结果却显示, DPF和 CaPF之间
的 H和 L亚基相对数量 (亚基蛋白显色度 )比值有
所不同,即 DPF的 H亚基数量明显少于 L亚基 (见
图 3-b), 而 CaPF的 H和 L亚基的相对数量 (亚基
蛋白显色度 )差别较小 (见图 4-b), 即 CaPF的 L亚
基 ( LCaPF )的数量只略高于 H亚基 (HCaPF )的数量。
由于 DPF和 CaPF均由 24个亚基组成, H亚基的
M r ( 21 000)均略高于 L亚基的M r ( 19 000)
[ 11]
, 根
据 HDPF /LDPF (图 3-b)相对数量明显小于 HCaPF /
LCaPF (图 4-b)的分析结果, 可推算出 DPF的 M r实
际上小于 CaPF的M r,而不是大于 CaPF的M r。需
要注意的是,这个结论不同于图 1中所显示的 VCaPF
>VDPF (即M r (DPF ) >M r (CaPF ) )的实验结果。
图 3 鸭胰铁蛋白的 SDS-PAGE图谱
Fig. 3 SDS-PAGE maps ofDPF
a. m arkers; b. DPF.
图 4 黄牛胰铁蛋白的 SDS-PAGE图谱
Fig. 4 SDS-PAGE maps of CaPF
a. m arkers; b. CaPF.
  铁蛋白分子结构由蛋白壳 (M r为 440 000)、铁
核 (M r为 220 000)和横跨蛋白壳的隧道组成, 但铁















采用 SDS-PAGE方法 (见图 3和图 4)分析铁蛋白

















类型是很有必要的。图 5是 ChPF和 CaPF亚基的
PMF图谱,其所显示的肽指纹峰的数量和短肽的质
荷比 (m /z )的信号相对强度均能够满足 PMF技术
鉴定铁蛋白亚基类型的基本要求。经过相关数据库
检索和比对后,可以获得表 1所示的检索结果。从
表 1中可以直观地看出, 图 3中显示的亚基蛋白质
谱带均归属于铁蛋白的 H和 L亚基类型。此外, 实




和 L亚基组成, 但它们的 H /L亚基数量的比值不同
(见图 3和图 4), 其各自的铁蛋白分子尺寸也存在
着差异 (见图 1)。
#99#
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图 5 CaPF和 ChPF亚基的肽质量指纹谱图
Fig. 5 PMF maps ofCaPF and ChPF subun its
a. subunit H of CaPF; b. subunit L of CaPF; c. subunit H of ChPF; d. subunit L of ChPF.
表 1 铁蛋白亚基类型的鉴定结果










CaPF-H ferr itin heavy chain ( ferritin H subunit) 143 10 (17) 83
CaPF-L ferr itin, light polypeptide 98 7 (15) 51
ChPF-H ferr itin, heavy polypeptide 1 124 9 (15) 68
ChPF-L ferr itin light chain 2 ( ferritin L subun it 2) 81 6 (14) 45
  PMF技术是开展蛋白质组学研究过程中用于
鉴定未知蛋白质或多肽的首选分析技术之一。表 1
中的匹配肽段数 ( peptides matched)的含义是图 5
中所提供的蛋白质肽段数目与指定检索数据库中的
参考蛋白质肽段数目的匹配程度,例如:表 1显示了
CaPF-H样品的匹配肽段数为 10 ( 17), 即从 CaPF
的 H亚基的 PMF图谱 (见图 5-a)中筛选出可用于
鉴定的 17个肽段, 其中有 10个肽段的质荷比值与
数据库中的参考铁蛋白 H亚基肽段的质荷比值相
对应。覆盖率 ( sequence coverage)是指 CaPF的
H亚基一级结构与数据库中的参考铁蛋白 H亚基
一级结构的相似程度,也称为同源性。通常,检索分






  近期的实验结果已经表明, 魟鱼肝铁蛋白
( DALF)和鲨鱼肝铁蛋白 ( SLF)存在着不同的等电







脏铁蛋白均显示了蛋白质的 4~ 6个不同等电点, pI
介于 518与 616之间, 其中 CaPF和 PPF显示了 4
个不同等电点的亚基聚合体, 而 ChPF和 DPF却分
#100#
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图 6 4种变性胰脏铁蛋白的等电聚焦电泳图
Fig. 6 IEF maps of four denatured pancreas ferritin s
a. ChPF; b. DPF; c. CaPF; d. PPF.
别显示了 6个和 5个不同等电点的亚基聚合体。初
步推测胎生胰脏铁蛋白 (CaPF和 PPF )形成的不同
等电点的亚基聚合体数目少于卵生胰脏铁蛋白








性的 H亚基组合成聚合体后, 至少能够获得 25种
铁蛋白异构物 (包括两种 H /L亚基的组合 ),而且聚
合体的构成与铁的含量有关
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